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金基板上での架橋ヘリカルペプチドと DNAとの相互作用に
関する研究 
安定な  α–ヘリックス構造をもつ短鎖ペプチドは、生命現象の解明や次世代医
薬品の創製に貢献できる可能性を有する。しかし、タンパク質中で安定なヘリッ
クス構造を形成しているペプチド部位を抽出し、それを別途合成しても、タン
パク質という“土台”を失ったペプチドは、一般的にランダムな構造をとって
しまう（図  1）。申請者が所属する研究室ではこれまでに、短鎖ペプチドを側鎖
間で架橋した“架橋ヘリカルペプチド”を開発してきた（図  1）。合成化学的手
法で設計・合成したクロスリンク剤で、架橋部位のアミノ酸の側鎖を橋掛けし、
ヘリックス構造を強制的にとらせる手法である。実際に、DNA と相互作用するタ
ンパク質のヘリックス部位を抽出した場合、そのペプチドの  DNA に対する結合
力は、架橋により大幅に向上した。また、アポトーシス関連タンパク質の配列に
適用した場合、架橋ヘリカルペプチドはオリジナルタンパク質に匹敵する強さで
相互作用し、細胞のアポトーシスを誘起した。
以上の結果をふまえ、申請者は、架橋ヘリカルペプチドと生体分子の相互作用を
基板上で解析することを試みた。基板を用いた解析法が確立できれば、ハイス
ループットでの相互作用評価が可能になると考えたためである。
本研究ではまず、金基板上の  DNA と架橋ヘリカルペプチドの相互作用を解析
した。続いて、金基板に架橋ヘリカルペプチドを固定化し、その物性を調べた後
に  DNA との相互作用を解析した。  
第一章  金基板上に固定化した  DNA と架橋ヘリカルペプチドの相互作用評価 1 ) 
 DNA を金基板へ固定化し、その物性や生体分子との相互作用を評価した例は数
多くある。申請者の所属する研究室でも、金電極に固定化した  DNA の電気化学
特性を報告している。第一章ではその知見を活かして、金基板に  DNA を固定化
し、それと架橋ヘリカルペプチドとの相互作用を解析した。  
本実験で使用したペプチドの配列を図  2  に示す。設計した架橋ペプチドは、ア
ミノ末端側にヘリックス構造を制御する配列（架橋領域）を、カルボキシ末端側
に  DNA と相互作用する配列（相互作用領域）を持つ。クロスリンク剤で架橋さ
せるためのアミノ酸としてオルニチン（Orn）を選択し、架橋領域の  i と  i+6 番
目に配置した。相互作用領域は、Homeodomain 変異体（ qk-50）および  Hepatocyto
nuclear factor 3γ（ hnf）の  DNA と相互作用する配列を抽出した。クロスリンク剤
には、光で構造が変化するフォトクロミック分子のジアリールエテン（Dae）を使
用し、架橋ペプチド  qk^Dae と  hnf^Dae を得た。ここで“ ^Dae”は、ジアリー
ルエテンを有するクロスリンク剤で架橋したことを意味する。ジアリールエテン
を使用することで、架橋ペプチドの高次構造の変化と  DNA との相互作用の強さ
を、光で制御できる仕組みとした（図  3）。
 最初に、合成した架橋ペプチドの高次構造の変化を光で制御できるか確認した。
具体的には、これらペプチドの光照射前後の円二色性（CD）スペクトルを測定し、
ヘリックス含有率を算出した。ジアリールエテンが開環体である  qk^Dae と
hnf^Dae のヘリックス含有率は、どちらも約  95% であった。そこに紫外光を照
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 射して閉環体に異性化させると、ペプチドのヘリックス含有率はそれぞれ  80% 
と  50% に減少した。さらに可視光を照射すると、ヘリックス含有率は紫外光照射
前とほぼ同じ値になった。以上より、光照射によってヘリックス構造の変化を繰り返
し制御できることが分かった。 
次に、架橋ヘリカルペプチドと  DNA との相互作用の強さを、水晶発振子マイクロバ
ランス（QCM）で解析した。DNA を固定化した金基板に、ヘリックス含有率が高い開環
体の  qk^Dae と  hnf^Dae  （ 1 μM）を添加すると、どちらも約  –70 Hz の周波数
が観測された。ヘリックス含有率の低い閉環体の  qk^Dae  と  hnf^Dae （ 1 μM）
を添加した場合、周波数はそれぞれ  –40 Hz ならびに  –50 Hz と観測され、開環
体の架橋ペプチドの方が  DNA と強く相互作用することが分かった。また、架橋
されていないペプチド  qk と  hnf（ 1 μM）を添加した場合は、周波数の減少がほ
とんど観測されなかった。以上より、ジアリールエテン骨格をクロスリンク剤と
して用いることで、ヘリックス構造の光による制御が可能となり、これに連動し
て  DNA との相互作用の強さを変えることに成功した。  
第二章  金基板上の架橋ヘリカルペプチドの高次構造評価 2 )  
 第一章の固定化法とは逆に、架橋ヘリカルペプチドを基板に固定化すれば、多
種多様な生体分子を検出できるペプチドチップとなる可能性がある。そこで第二
章では、架橋ヘリカルペプチドチップを実現するための予備研究として、金基板
上の架橋ペプチドの高次構造を評価した。  
 まず、金ナノ粒子に架橋ペプチドを固定化し、そのコロイド溶液の  CD スペク
トルを測定した。金ナノ粒子は、CD スペクトルの観測波長領域でミー散乱が生じ難い
平均直径  13 nm のものを使用した。また、架橋ペプチドがヘリックス構造を取った際に
は、架橋ペプチドは約  1.3 nm の長さであるため、ペプチドに対して金ナノ粒子表面は疑
似的に平面であるといえる。よって、この手法を用いれば、固液界面でのペプチドの
高次構造を容易に評価できると考えた。使用したペプチドの配列を図  4 に示す。
10 アミノ酸残基の配列中に、クロスリンク剤で架橋させるための  Orn を、配列
の  i  と  i+7 番目に配置した。ペプチドを金表面に固定化するためのリンカーに
は、三点のチオール部位を有する  HS  を使用した。クロスリンク剤には、i  と  i+7 
番目の架橋でヘリックス構造を安定化することが分かっている、イソフタル酸骨
格を有するクロスリンク剤（ is）を使用し、架橋ペプチド  HS-p6^is  を得た。ここ
で“HS”はリンカーの導入を、“ ^is”はイソフタル酸骨格を有するクロスリンク
剤での架橋を意味する。  
 各種ペプチドの  CD スペクトルを測定した。金ナノ粒子に固定化された架橋さ
れている  HS-p6^is、および架橋されていない  HS-p6 は、溶液中におけるそれぞ
れのペプチドの  CD スペクトルとほぼ同じ形のスペクトルを与えた。これより、
金ナノ粒子表面上で  HS-p6^is  はヘリックス構造をとること、HS-p6 は高次構造
をとらないことが示唆された。チオールリンカーを持たない  p6^is  の場合は、金
ナノ粒子の洗浄後に  CD が観測されないことから、HS-p6^is はチオールリンカ
ーを介して金ナノ粒子に固定化されていることが分かった。  
続いて、HS-p6^is  と  HS-p6 の金基板上の高次構造を、高感度反射赤外分光
（ IRRAS）法でも評価した。 IRRAS 測定の結果、ヘリックス含有率の高い  HS-
p6^is  の方が  HS-p6  よりアミド  Ⅰ  バンド中の  1670 cm - 1  付近のスペクトル強度
が小さくなった。一般的に、ペプチドがヘリックス構造をとると、アミド  Ⅰ  バン
 ドは  1650 cm - 1  付近にシフトすることが知られている。したがって金基板上の  
HS-p6^is  は、HS-p6  よりヘリックス構造の割合が多いと考えられる。以上の金ナ
ノ粒子と  IRRAS での実験より、金基板上でも架橋ヘリカルペプチドは高次構造
を保持していると判断した。  
第三章  金基板に固定化した架橋ヘリカルペプチドと  DNA との相互作用評価 3 )  
 第二章では、金基板に吸着するためのリンカーをもつ架橋ペプチドを合成し、
それが金基板上でも安定なヘリックス構造を保持していることを確認した。そこ
で第三章では、架橋ヘリカルペプチドを金基板に固定化し、それと  DNA との相
互作用を解析した。  
 本実験では、二種類の架橋ペプチドを合成した（図  5）。これらのペプチドは
第一章と同様に、アミノ末端側に架橋領域を、カルボキシ末端側に相互作用領域
を持つ。クロスリンク剤で架橋させるための  Orn を、架橋領域の  i  と  i+7 番目
に配置した。相互作用領域は、 hnf 中の  DNA と相互作用する部位を抽出した。
ペプチドの一つは、イソフタル酸骨格を有する  is  で架橋し、さらに金表面に吸着
するためのリポ酸リンカー（Lip）をアミノ末端に導入した  Lip-hnf^is  である。
ここで“Lip”はリポ酸リンカーの導入を、“ ^is”はイソフタル酸骨格を有するク
ロスリンク剤での架橋を示す。このペプチドは、金基板に対してある程度の角度
をもって固定化されると予想した。もう一方は、イソフタル酸自身にリポ酸を導
入したクロスリンク剤（ isL）で架橋した  hnf^isL  である。この架橋ペプチドは金
基板に対して、Lip-hnf^is と比較してより平行に固定化されると予想した。さら
に、これらの架橋ペプチドに対して、カルボキシ末端にオルニチンを導入し、そ
こへフェロセンカルボン酸（ Fa）を縮合した  Lip-hnf(Fa)^is と  hnf(Fa)^isL  も合
成し、電気化学的な測定に使用した。  
 まず、これらペプチドの高次構造を  CD 測定により評価したところ、架橋ペプ
チドは溶液中で安定なヘリックス構造をとっていることが分かった。また、金電
極上の架橋ヘリカルペプチド  Lip-hnf(Fa)^is と  hnf(Fa)^isL の傾き角を  CV 測
定から見積もったところ、それぞれ  45° と  31° と計算され、傾きに差が見られ
ることが分かった。  
次に、金基板上の架橋ヘリカルペプチドと  DNA の相互作用を  QCM 測定で解
析した。何も固定化していない金基板に  DNA（ 1 μM）を添加しても、周波数の減
少は観測されなかったのに対し、Lip-hnf^is  もしくは  hnf^isL  を固定化した金基
板に  DNA（ 0.025 μM）を添加すると、周波数はそれぞれ約  –60 Hz と  –120 Hz に
減少した。以上より、金基板に固定化された二種類の架橋ヘリカルペプチドは  
DNA と相互作用することが分かった。  
 
申請者は、第一章で金基板上の  DNA と架橋ヘリカルペプチドとの相互作用を、
第二章と第三章で、金基板上の架橋ヘリカルペプチドの物性ならびに  DNA との
相互作用を評価した。今後は、“架橋ヘリカルペプチドチップ”への実用化を念
頭に、タンパク質との相互作用解析や、架橋ヘリカルペプチドをさらに容易に固
定化する手法の検討を行う必要がある。  
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図  1. クロスリンク剤による短鎖ペプチドのヘリックス構造安定化の概要 
  
図  2. ペプチドのアミノ酸配列とジアリールエテンを有するクロスリンク剤の構造 
.ペプチド配列中の下線は DNA と相互作用する部位 
  は架橋を示す 
 
 
図  3. 架橋ペプチドと DNA 間の光制御の概要 
  
 
 
 
 
図  4. ペプチドのアミノ酸配列とクロスリンク剤、リンカーの構造 
     は架橋を示す 
 
 
図  5. ペプチド配列とリンカー、クロスリンク剤、フェロセンカルボン酸の構造  
.ペプチド配列中の下線は DNA と相互作用する部位 
 
 
 学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
 
安定な α－ヘリックス構造をもつ短鎖ペプチドは、生命現象の解明や次世代医薬品の創
製に貢献できる可能性を有する。申請者の所属する研究室ではこれまでに、短鎖ペプチド
を側鎖間で架橋した“架橋ヘリカルペプチド”を開発し、それと DNA やタンパクとの相
互作用を解析してきた。この背景をふまえ、学位申請者は、架橋ヘリカルペプチドと生体
分子の相互作用を基板上で解析することを試みた。基板を用いた解析法が確立できれば、
ハイスループットでの相互作用評価が可能になると考えたためである。そこで本研究では
まず、金基板上の DNA と架橋ヘリカルペプチドの相互作用を解析した。続いて、金基板
に架橋ペプチドを固定化しその物性を調べた後に、DNA との相互作用を解析した。 
 
第一章 金基板上に固定化した DNA と架橋ヘリカルペプチドの相互作用評価 
DNA を金基板へ固定化し、その物性や生体分子との相互作用を評価した例は数多くある。
その知見を活かして、第一章では、金基板に DNA を固定化し、それと架橋ヘリカルペプ
チドとの相互作用を解析した。設計した架橋ペプチドは、アミノ末端側にヘリックス構造
を制御する配列（架橋領域）を、カルボキシ末端側に DNA と相互作用する配列（相互作用
領域）を持つ。架橋領域には、i と i+6 番目にクロスリンク剤で架橋するためのオルニチ
ン（Orn）を配置した。相互作用領域は、Homeodomain 変異体および Hepatocyto nuclear factor 
3γ（hnf）の DNA と相互作用する配列を抽出した。クロスリンク剤には、光で構造が変化
するフォトクロミック分子のジアリールエテンを使用した。これは、架橋ペプチドの高次
構造の変化と DNA との相互作用の強さの関係を、同じ分子量でかつ同じ配列のペプチド
を用いて調査するためである。 
 
第二章 金基板上の架橋ヘリカルペプチドの高次構造評価 
第二章で、金基板上の架橋ペプチドは安定なヘリックス構造を保持すること分かったの
で、第三章では DNA との相互作用が可能な架橋ペプチドを合成し、それの金基板への固
定化ならびに DNA との相互作用を評価した。ペプチド配列は第一章と同様に、アミノ末
端側に架橋領域を、カルボキシ末端側に相互作用領域を持つ。クロスリンク剤で架橋させ
るための Orn を架橋領域の i と i+7 番目に配置した。また、相互作用領域は hnf の DN
A と相互作用する部位を抽出した。本研究では、二種類の架橋ヘリカルペプチドを設計
した。一つは、金吸着用のリンカーがアミノ末端に導入された架橋ヘリカルペプチドで
ある。このペプチドは、金基板に対してある程度の角度をもって固定化されると予想し
た。もう一方は、クロスリンク剤に金基板吸着用のリンカーを直接導入し、それでペプ
チドを架橋した。これにより、架橋ヘリカルペプチドは金基板に対してより平行に固定
化されると予想した。 
 まず、架橋ペプチドの高次構造を CD 測定で評価したところ、これら二種類の架橋ペプ
チドは安定なヘリックス構造を保持することが分かった。続いて、フェロセンが導入され
た架橋ヘリカルペプチドを用いて、金基板上での傾き角を見積もったところ、二種類のペ
プチドで傾きに差が見られた。最後に、金基板上の架橋ヘリカルペプチドと DNA との相
互作用を QCM で解析し、二種類のペプチドは DNA と強く相互作用することが分かった。 
 
以上、学位申請者は架橋ヘリカルペプチドと DNA との相互作用を金基板上で評価した。
これにより、ハイスループットな相互作用の解析を実現できる可能性がある。 
 
主査および副査は、学位申請者 坂口 育美 に面接試験を行うとともに論文内容を綿
密に審査し、この論文が博士（薬科学）を受けるに十分に値すると判断した。 
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